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摘 要 糖尿病引起患者全身多部位发生慢性并发症 ， 严重危害患者的生命安全 ， 成为其致死致残的主要
原因 。 糖尿病患者体内的高血糖环境引发的组织内氧化应激反应增加是糖尿病并发症的重要发病机制之一 ，
而蛋白非酶糖基化反应和脂质过氧化反应过程与氧化应激密切相关 。 从糖尿病并发症的发病机理 出发 ， 以
氧化应激为基点 ， 运用光谱法对 种 中药提取物抗氧化应激反应的活性进行综合考察。 利用大鼠肝脏体外
脂质 自氧化反应结合紫外光谱法对中药提取物抑制脂质过氧化反应的能力进行评价 ， 中药黄芩和槐米具有
较强的抑制活性 ， 富含黄爾类 、 生物碱类及木脂素类提取物表现出较好的脂质过氧化反应抑制作用 ， 而皂苷
类成分的活性相对较弱 。 以牛血清 白蛋 白 葡萄糖 果糖 体系为糖基化筛选模型 ， 利用荧光光谱法对体外避
光解育反应体系进行研究 ， 中药槐米 、 黄等和知母表现 出 了较强的非酶糖基化反应抑制能力 。 由 种中药
提取物抗氧化应激反应的结果分析 ， 富含黄酮类成分中药的抗氧化应激作用强于生物碱类 、 木脂素类和萜
类的 ， 皂苷类中药的活性相对较弱 ； 而体外综合活性较好的中药槐米和黄芩可作为下一步研究的主要对象 。
本研究为进一步的药理活性研究提供了一定的理论指导 ， 为开发防治糖尿病并发症的中药新药奠定基础 。
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丙二醛 ， 是机体内的氧 自 由基攻击
弓 言 生物膜中的多不饱和脂肪酸 ， 形成的脂质过氧化物 ， 会引起
蛋 白质 、 核酸等生命大分子交联聚合 ， 使膜通透性增加 ， 且
糖尿病是一种全身性 的代谢性疾病 ， 因其引发的 白 内 具有细胞毒性 ， 可导致人体细胞氧化损害 、 老化和 白内障等
障 、 神经病变 、 肾病 、 心脑血管疾病等慢性并发症 ， 严重危 多种疾病 。 检测 含量可反映脂质过氧化的程度 ， 进
害患者 的生 命质 量 ， 成 为其 致残致死 的 主要 原 因 ’ 。 而表明细胞损伤的程度 ， 因而 水平的测定可用作检测
的统一发病机制指出 ， 高糖环境下线粒体呼吸链中 抗氧化作用 。
过多活性氧簇 （ 的生成是大部 随着合成类药物的开发 日渐艰难 ， 且其毒副作用 问题时
分因素启动的根源 。 糖尿病患者体内持续的高血糖状态引 有发生 ， 寻找天然产物 中的活性物质成为必然趋势 。 中药因
起多种不可逆的蛋白非酶糖基化反应 ， 进而导致糖基化终末 其资源丰富 、 疗效独特 、 毒副作用小等特点 ， 引起国 内外学
产物 累积 ， 严重干 者的关注 。 研究表明 ， 中药在防治糖尿病及其并发症方面显
扰正常组织的功能与结构 ， 引 起组织老化和功能衰退 ’ 。 现出很好的应用价值 。 本工作利用体外筛选方法对糖尿
此外 ， 在蛋白非酶糖基化反应过程中 ， 氧 自 由基产生增加同 病并发症病因之一 的氧化应激反应进行研究 ， 考察了 种
时抑制氧 自 由基清除 ， 使得组织内过氧化反应增强 。 而脂 中药提取物对脂质过氧化反应和 形成的抑制活性 ， 为
质过氧化是氧应激增强后发生的 氧化生物膜的过程 。 开发防治糖尿病并发症的 中药新药提供了 一定的科学依据 。
收稿 日期 ： 修订 日 期 ：
基金项 目 ： 国家 自然科学基金项 目 （ 和科技部创新方法专项项 目 （ 资助
作者简介 ： 侯广月 ， 女 ， 年生 ， 中国科学院长春应用化学研究所博士研究生 ：
通讯联系人
第 期 光谱学与光谱分析
。
。 根据孵育产物的荧光扫描结果 ， 以荧光光谱法测定反
实验部分 应体系 的荧光值 ， 则提取物对 形成的抑制率为
仪器与试剂 其中 ， ， ， 分别代表对照组 、 样品组 、 空 白组的荧光强度
酶标仪 瑞士 公司 ） ； 型 值 。
医用数控超声波清洗器 （昆 山 市超声仪器有 限公司 ） ；
型高速中药粉碎机 浙江省永康市溪岸五金药具厂 ） ； 结果与讨论
冷冻离心机 德国 公司 ） ；
型荧光磷光发光光谱仪 美国 公司 ） ； 超净工作 中药脂质过氧化抑 制能力评价
台 上海上净净化设备厂 ） ； 二氧化碳培养箱 公司 ） 。 利用硫代巴 比妥酸法考察了 种中药提取物对大 鼠肝
抗坏血酸 购于 公司 （瑞士 ） ； 三氯 乙酸 ， 硫 脏脂质过氧化反应的抑制 活性 ， 以 为阳性
代 巴 比妥酸购 自 国药集团化学试剂有限公司 （上海 ） ； 牛血清 药 ， 提取物的抑制活性如表 所示 。 结果表 明 ， 黄等 、 槐米
白蛋白 ， 叠氮化钠 （ 购 于北京鼎 国生物技术有 的抑制能力较强且相近 ； 赤芍 、 丹参 、 吴茱萸 、 山茱萸 、 熟地
限责任公司 （北京 ） ； 硫酸氨基胍购 自 阿拉丁试剂有 限公司 黄 、 银杏叶 、 刺五加叶 、 甘草 、 五味子 、 黄柏 、 葛根、 知母为
上海 ） ； 葡萄糖 ， 果糖 ， 氯化钠 ， 磷酸氢二钠 ， 磷酸二氢钠 ， 体外脂质过氧化过程潜在的抑制剂 ； 而黄芪和红参的活性较
无水 乙醇均购于北京化工厂 北京 ） ； 实验用水为 弱 。 综上 ， 黄酮类 、 木脂素类 以及生物碱类成分具有较强的
超纯水 。 脂质过氧化反应抑制能力 ， 而皂苷类成分的活性相对较弱 ，
中 药提取物 的制备 该部分结果可为进一步的药理活性研究提供一定的理论指
中药材均购 自 北京同仁堂长春药店 ， 由长春 中 医药大学 导 。
王淑敏教授鉴定 。 准确称取各干燥中药粗粉 加人
的乙醇浸泡 后 ， 在 ° 条件下超声提取 ，
以 离 ‘匕、 取上清液定容至 得
到相当于原药材 一 的 中顏取液 ， 稀释至所需 抗脂质过氧化贼眺 抑纖力
的浓度 ’ ° 储存备用 。 提取物 （ ％ 士 士
分光光度法测定提取物抑制脂质过氧化反应的活性 ± ±
根据本课题组前期试验 ， 对中药提取物抑制脂质过氧化 黄芩 士 ±
反应的活性进行研究 丨 。 将 雄性大鼠 吉林大学实验 银杏叶 ± 士
动物中心 ， 吉 禁食 后 ， 断头处死 ； 以 甘草 士
賴生理盐水清洗迅速取出 的赚 ， 拭干 。 准确称取 ， 以冰 ° ±°葛根 士 —
的生理盐水制备 的组织匀浆液 ， ° 下 — 离 士
心 ， 所得上清液备用 。 将 斗 上清液与 斗 中 丹参 ± 肌 士
药提取液 — 振荡混勾 ， （ 士 ° 水浴下反 肉桂 士 士
应 ； 对照组以相同体积生理盐水代替样品液 ， 阳性对照 以 熟地黄 士 ±
溶液替代 ， 其余实验条件相同 。 反应 ， 以 三 五味子 ± ±
氯乙酸终止反应 ， 下离心 。 将 山茱萸 ± 士
上清液与 硫代 巴 比妥酸振荡混匀 ， 沸水浴 ， °黄柏 士 士中反应 冷至室温后 ’ 测 定反应液在 下的吸 知母 见 士 诎 ±
光度 。 中药提取物对脂质过氧化反应的抑制率按下式计算 ±
工 （％ — 品 对照 ） 红参 土 —
其中 ， 八对《 为空 白对照在 下的吸光度值 ； 样品 为样 士 —
品组吸光度值。 氯基胍
荧光法测定 中药提取物对 形成的抑制作用
在文献的基础上 进行一定改动 ， 采用牛血清 白蛋 白 蛋 白非酶糖基化孵育产物的荧光扫描鉴定
葡萄糖 果糖 体外反应体系研究中药提取物抑制 形成 根据 的 自发荧光特征 ， 以荧光光谱法鉴定体外孵
的能力 。 分别取 磷酸盐缓冲液 育实验生成的 情况 。 在狭缝 下对反应产物进行
— 还原糖溶液 荧光扫描 ： 分别以 的特征性发射波长 （
溶液 及 提取物溶液 振荡混匀 ， 和激发波长 （ 进行荧光激发 、 发射光谱的扫
士 ° 下避光孵育 天 ， 并进行平行试验 ； 对照组 和 描 ， 并与空白组荧光扫描谱图进行比较 ， 进而以特异性荧光
阳性组分别以缓 冲液和氨基胍代替样品液 ， 其余实验条件相 激发或发射谱 图判断 的形成状态 。 其 中 ， 为
同 。 以单独孵育在缓冲液中 相同浓度的 为空 白组 ， 置于 时在 范围进行荧光激发谱图扫描 ， 在
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范围 内对 扫描荧光发射谱图 。 固定 空 白组的激发光谱 图 表明 ，
由空白组的发射图谱 图 可知 ， 在 激发光 和 处有 明显的激发峰 ； 由 于 为蛋 白质的激发
作用下 ， 在 和 处有较 明显发射峰 出现 ， 但 波长 ， 且 为发射波长 的 倍 ， 为干扰峰 ； 即发射波长
其处于激发波波长 倍或 倍处 ， 为干扰峰 。 孵育产物的荧 为 时 ， 空白 组无明显 的特征激发峰 出现 。 由孵育产
光发射图谱 图 表明 ， 在 和 处出 现较明显 物的激发光谱 图 可 见 ， 在 内 出现一个较
发射峰 ， 因其处于 倍或 倍激发波波长处 ， 属 于干扰峰 ； 宽的激发峰 ， 且 处达到最高值 。 与空 白组 比较可知 ，
在 存在 明显 的发射峰 ， 最大发射峰值 出 现在 在 内 的荧光强度值相对较低 。 文献报道 ，
。 综上 ， 本实验的 体外孵育产物在 处具有 总 和 产物 戊糖素 的特征激发发射波长分别为
特征发射峰 。 和 由 此推断 ， 处的激发峰
为戊糖素 。 而戊糖素等产物易 被干扰 ， 最终选择 为
总 激发波长进行检测 。
： 提取物对 形成的抑制活性
： 八 利用荧光法测得 种 中药提取物对 形成的抑制
° 能力 （表 ， 以 氨基胍为 阳性对照 。 结果表 明 ，
槐米和黄芩对 形成具有极强的抑 制作用 ， 分析原因可
°° 能是与其内黄酮类成分相关 ； 其次为知 母 ， 其抑制活性与氨
基胍相近。 其他提取物 的抑制强度为 ： 赤芍 芍药甙 、 芍药内
‘ 酯甙 〉 肉桂 挥发油 〉吴茱萸 生物碱 五味子 木脂素 ）
〉银杏叶 黄酮类 〉山茱萸 环烯醚萜类 〉刺五加叶 黄酮
° 类 〉熟地黄 糖类 〉黄柏 生物碱 〉丹参 醌类 ）〉甘草 （甘
草酸 ） ， 而黄芪 、 红参和葛根未表现出 抑制活性 。 综上 ， 富含
黄酮类中药抑制能力较强 ； 挥发性 、 萜类及生 物碱类成分在
抑制 形成方面也表现出一定 的活性 ； 而富含皂苷类 中
药的抑制活性相对较弱 。 槐米 、 黄芩 和知母可 以作 为主要对
象做进一步研究 ， 为筛选 抑制 剂提供一定 的理论依
“ ‘
据 。
： 八 结 论
高血糖引 起的组织内氧化应激增加是糖尿病并发症的重
要发病机制之一 ， 而蛋 白非酶糖基化和脂质过氧化过程与 氧
‘ 化应激密切相关 。 根据以上机理 ， 利用光谱法对 种中药提
° 取物 的抗氧化应激作用进行了考察 。 由脂质过氧化反应和蛋
一 — 白非酶糖化反应的结果综合分析 ， 富含黄酮类 中药的抗氧化
丨 … …“ ， — ■应激作用强于生物碱类 、 木脂素类和萜类 的 ， 而皂苷类成分
；
的抑制能力相对较弱 。 中药槐米 和黄今对脂质过氧化及蛋 白
非酶糖基化反应均表现出较好的抑制活性 ， 可将其作为主要
对象作进一步的药理活性研究 。
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